
Wstęp

Od wielu już lat badania związane z opracowa−
niem skutecznej obrony przeciwko większości cho−
rób pasożytniczych koncentrują się nad konstrukcją
skutecznej i stosunkowo niedrogiej szczepionki.
Niestety, mimo pewnych sukcesów na tym polu,
nadal nie uzyskano przeciwko wielu pasożytom wy−
ników, które umożliwiłyby wprowadzenie otrzyma−
nych rozwiązań do powszechnego użycia. W przy−
padku tęgoryjczycy badania nad opracowaniem
skutecznej szczepionki trwają już od początków
XIX wieku, ale nadal brak takowej na rynku. Pierw−
sze publikacje dotyczące immunizacji przeciwko in−
wazjom tęgoryjców pochodzą z lat trzydziestych
ubiegłego wieku. Przeprowadzono próby uzyskania
odporności u psów lub myszy na inwazje Ancylosto−
ma caninum poprzez kontrolowane ich zarażenie
żywymi larwami L3 tego nicienia [1−4]. Immunizo−

wane w ten sposób zwierzęta wykazywały łago−
dniejsze objawy chorobowe. Ponadto, w przeci−
wieństwie do grupy kontrolnej, nie obserwowano
skutków śmiertelnych przy stosowaniu wysokich
dawek larw inwazyjnych. I choć nie udało się uzy−
skać pełnej ochrony przed inwazją A. caninum, to
jednak zauważono znaczną redukcję liczby doro−
słych nicieni zasiedlających jelito uodpornianych
zwierząt. 

W latach sześćdziesiątych ubiegłego stulecia
rozpoczęto badania z wykorzystaniem larw inwa−
zyjnych tęgoryjców osłabionych promieniowaniem
gamma. Opracowano i wprowadzono na rynek sku−
teczną szczepionkę przeciwko A. caninum, zawiera−
jącą odpowiednią dawkę L3 napromieniowanych
promieniami γ [5]. Jednak mimo dostatecznie dużej
skuteczności, została ona wycofana z rynku ze
względów ekonomicznych. Na jej niekorzyść prze−
mawiały trudności w zdobyciu wystarczającej licz−
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by larw inwazyjnych niezbędnych do masowych
szczepień [6]. Brano również pod uwagę możliwość
wywołania stanu chorobowego, jeśli osłabianie larw
przebiegłoby w sposób nieprawidłowy lub osobnik,
któremu podano szczepionkę okazałby się wyjątko−
wo wrażliwy. Mimo wszystko, wyniki uzyskane
podczas immunizacji osłabionymi larwami L3 po−
kazały, że antygeny postaci inwazyjnych wywołują
odpowiedź immunologiczną żywiciela chroniącą go
przed inwazją pasożyta. Dlatego poszukuje się sku−
tecznych antygenów szczepionkowych między in−
nymi wśród białek tego stadium rozwojowego ni−
cienia. 

Trudności, jakie pojawiają się w opracowaniu
szczepionek wynikają z konieczności doboru odpo−
wiedniego antygenu, który powinien być swoisty
dla pasożyta i ochronny dla żywiciela. Niestety to,
że antygen jest wysoce immunogenny nie jest jed−
noznaczne z tym, że będzie wywoływał odpowiedź
immunologiczną chroniącą organizm żywiciela
przed inwazją pasożyta. Wszystko to sprawia, że
poszukiwanie nowych antygenów, które okazałyby
się skuteczne w walce przeciwko tęgoryjcom trwa.
W ostatnich latach wiele uwagi poświęcono biał−
kom odgrywającym kluczową rolę w procesie za−
mknięcia cyklu życiowego pasożyta w organizmie
żywiciela. W próbach szczepionkowych wykorzy−
stano enzymy pasożyta uczestniczące w penetracji
przez skórę żywiciela, migracji przez tkanki, odży−
wianiu się, czy obronie przed układem immunolo−
gicznym żywiciela. 

Antygeny wydalniczo−wydzielnicze larw 
tęgoryjców

Grupą antygenów, z którymi wiąże się ogromne
nadzieje, są białka wydzielane przez larwy na etapie
przekształcania się ze stadium L3 wolno żyjącego
w L3 pasożytnicze (ssL3: ang. serum stimulated L3,
larwy L3 stymulowane surowicą). Białka wydziel−
nicze tęgoryjców to w większości białka zawierają−
ce domenę SCP (Sperm Coating Protein) po raz
pierwszy scharakteryzowaną w glikoproteinach
spermy gryzoni. Uważa się, że domena ta ma funk−
cje Ca2+ zależnej protezy serynowej. Wiele białek
zawierających domenę SCP to białka bogate w cy−
steinę (CRISP — cysteine rich secretory proteins).
W poznanej strukturze domeny SCP wykazano obe−
cność kieszeni wiążącej wapń przez 2 histydyny
i glutaminian [7]. Brak jest danych literaturowych
określających jednoznacznie rolę białek zawierają−
cych domenę SCP. Trudno również wyrokować

o funkcji ASP na podstawie przynależności ich do
białek CRISP, gdyż białka tego typu pełnią wiele
rozmaitych funkcji. Możliwe jest, że białka ASP
pełnią rolę w angiogenezie, jak ich homolog
u Onchocerca volvulus [8], ale hipotezę tę poddaje
w wątpliwość fakt, że homologi ASP występują tak−
że u wolno żyjącego nicienia Caenorhabditis ele−
gans. U tęgoryjców ASP zostały zlokalizowane
w kutikuli, gruczołach wydzielniczych i w wydzie−
linach pasożyta. Badania z wykorzystaniem mikro−
macierzy DNA wykazują, że 7 z 8 genów kodują−
cych ASP A. caninum ulega transkrypcji i translacji
w stadium L3, podczas gdy uwalniane są w stadium
ssL3 [9]. Sądzi się, że biorą one udział w ochronie
tych nicieni przed skutkami odpowiedzi immunolo−
gicznej żywiciela. Ich funkcja nie została jednak
jednoznacznie potwierdzona [10]. mRNA białka se−
krecyjnego 2 Ancylostoma caninum zostało wykry−
te metodą RT−PCR we wszystkich stadiach rozwojo−
wych nicienia [11]. Mimo, że Ac−asp−2 ulega trans−
krypcji w wolno żyjących stadiach rozwojowych,
białko nie jest wydzielane aż do momentu zasiedle−
nia żywiciela i osiągnięcia stadium ssL3. Moment
uwalniania białek sekrecyjnych sugeruje, że są one
przystosowaniem tęgoryjców do pasożytniczego
trybu życia i należą do grupy białek PRP (Pathoge−
nesis Related Proteins). Hipoteza ta jest wspierana
przez fakt, że białko sekrecyjne 1 Necator america−
nus wykazuje właściwości immunomodulacyjne,
gdyż zwiększa poziom mRNA IL4 u żywiciela.

Jako jeden z pierwszych sklonowano cDNA ko−
dujące tego typu antygeny Ancylostoma caninum.
Nazwano je odpowiednio: ASP−1 i ASP−2 [11]
(ASP — Ancylostoma Secreted Protein). Trzykrot−
na immunizacja myszy rekombinowanym ASP−1
zapewniała 79% redukcję inwazji Ancylostoma ca−
ninum [12]. Wykorzystując silnie konserwatywne
regiony sekwencji genów kodujących białka sekre−
cyjne A. caninum sklonowano również cDNA kodu−
jące homologiczne białka A. duodenale, A. ceylani−
cum i N. americanus [13]. Ich rekombinowane po−
staci, otrzymane w prokariotycznych układach eks−
presyjnych, wykorzystane w próbach szczepionko−
wych przeciwko inwazji A. caninum dały w my−
szach odpowiednio 62% redukcję liczby nicieni do−
cierających do płuc w przypadku immunizacji biał−
kiem sekrecyjnym N. americanus i tylko 28%
w przypadku A. duodenale. Te różnice wynikały
z różnego stopnia homologii badanych białek; im
był on wyższy, tym większy obserwowano procent
redukcji liczby nicieni [14].

Obecnie trwają też badania nad oceną skuteczno−

272 M. Wiœniewski i wsp.



ści innych potencjalnych antygenów szczepionko−
wych wydzielanych przez larwy L3 A. caninum,
między innymi metaloproteazy o masie 62 kDA
(Ac−MTP−1) [15] i esterazy acetylocholinowej
o masie 60 kDa. Wstępne próby szczepionkowe
z wykorzystaniem omawianej metaloproteazy wy−
kazały, że istnieje ścisłe powiązanie pomiędzy re−
dukcją liczby nicieni zasiedlających jelito immuni−
zowanych psów a mianem swoistych przeciwciał
IgG2 anty−Ac−MTP−1. W przypadkach wysokiego
miana tych przeciwciał stwierdzano 50% redukcję
liczby nicieni zasiedlających jelito szczepionych
zwierząt [16].

Antygeny dorosłych nicieni

Inną grupę antygenów szczepionkowych stano−
wią białka dorosłych tęgoryjców. Prowadzone są
badania z wykorzystaniem tkankowego inhibitora
metaloproteaz [17] oraz inhibitorów proteaz seryno−
wych umożliwiających tęgoryjcom hamowanie
krzepnięcia krwi żywiciela. Sklonowano cDNA ko−
dujące kilka izoform inhibitorów krzepliwości krwi
Ancylostoma caninum oraz jednego A. ceyalnicum,
które ze względu na pełnioną funkcję w odżywianiu
się pasożytów mogą stać się skutecznym narzę−
dziem w zwalczaniu inwazji tęgoryjców [18−21].
Jednak ciągle jeszcze brakuje wyników prób szcze−
pionkowych.

Zespół w Yale University pod kierunkiem dokto−
ra M. Cappello pracuje również nad innym poten−
cjalnym antygenem szczepionkowym A. caninum
— inhibitorem agregacji płytek krwi. W dotychcza−
sowych badaniach wykazano, że inhibitor ten po−
przez wiązanie się z receptorami komórkowymi —
GPIIb/IIIa i GPIa/IIa hamuje agregację płytek krwi,
co ma również istotne znaczenie w odżywianiu się
pasożyta [22]

Z kolei Ali i wsp. [23] badali czynnik inhibicji
neutrofilów A. ceylanicum. Trzykrotna podskórna
immunizacja rekombinowaną postacią antygenu nie
spowodowała redukcji liczby robaków, ale stwier−
dzono wysokie miano swoistych przeciwciał w su−
rowicy oraz znaczne zmniejszenie liczby jaj uwal−
nianych przez nicienie. 

Prowadzono również próby szczepień z wyko−
rzystaniem inhibitora proteaz serynowych (Kunitz−
type serine protease inhibitor, AceKI) wydzielanego
przez A. ceylanicum. Milstone i wsp. [24] wykazali
in vitro, że hamuje on aktywność między innymi ta−
kich enzymów żywiciela jak: chymotrypsyna, ela−
staza trzustkowa i trypsyna. W badaniach nad oceną

skuteczności rekombinowanej postaci tego białka
jako antygenu szczepionkowego wykazano brak
opóźnień w rozwoju fizycznym na skutek inwazji A.
ceylanicum immunizowanych nim chomików, ob−
serwowany w grupach kontrolnych. Immunizacja
AceKI częściowo chroniła przed skutkami inwazji
tęgoryjców, mimo że nie zanotowano istotnych róż−
nic ani w liczbie nicieni zasiedlających jelito chomi−
ków, ani w poziomie hemoglobiny w grupach szcze−
pionych i kontrolnych [25]. 

Bungiro i wsp. [26, 27] sklonowali cDNA dwóch
białek ekskrecyjno−sekrecyjnych dorosłych A. cey−
lanicum. Opisane wyniki szczepienia chomików re−
kombinowanym białkiem AceES−2 pokazują, że
jest ono wysoce immunogenne, ale nie daje ochrony
przed inwazją pasożyta. 

Kolejną grupą białek pasożytniczych badanych
pod kątem wykorzystania w szczepieniach przeciw−
ko inwazjom krwoipijnych nicieni są tzw. antygeny
ukryte, których źródłem jest wewnętrzna po−
wierzchnia jelita robaka. Ich nazwa wywodzi się
stąd, że podczas inwazji antygeny te nie są prezen−
towane układowi immunologicznemu żywiciela. Ja−
ko pierwszy został opisany polimer — kontortyna,
związany z powierzchnią kosmków jelitowych Ha−
emonchus contortus, nicienia pasożytującego
u przeżuwaczy [28]. Immunizacja zwierząt tym an−
tygenem dawała średnio 75% redukcję liczby paso−
żytów [29]. Do tej grupy należy też kompleks anty−
genów określany jako H−gal−GP (ang. Haemonchus
galactose containing glycoprotein complex). W jego
skład wchodzą takie enzymy, jak: proteaza asparagi−
nianowa [30], cztery metalopeptydazy [31], a N−ko−
niec kompleksu ma właściwości proteazy cysteino−
wej [32]. Przypisuje mu się potencjalną rolę w tra−
wieniu hemoglobiny. Próby immunizacji owiec wy−
kazały, że antygen ten powoduje redukcję liczby
wydalanych jaj o 93% oraz zmniejszenie liczby ro−
baków zasiedlających trawieniec o 72% [32].

Cytowane powyżej wyniki przyczyniły się do te−
go, że rozpoczęto poszukiwania antygenów tęgoryj−
ców, których geny ulegają ekspresji w jelicie paso−
żyta. Opisano kilka białek Ancylostoma caninum
wykazujących podobieństwo do antygenów jelito−
wych H. contortus: Ac−MEP−1 — Ancylostoma ca−
ninum metaloendopeptydaza 1 [33], dwie proteazy
cysteinowe (Ac−CP−1 i Ac−CP−2) [34, 35] oraz dwie
proteazy asparaginianowe (Ac−APR−1, Ac−APR−2)
[36–38] Obecność tych białek w jelicie pasożyta po−
twierdzono immunohistochemicznie. Zarówno
w przypadku dorosłej postaci N. americanus, jak
i A. caninum wykazano immunohistochemicznie
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obecność proteazy asparaginianowej w jelicie oraz
w amfidialnych i wydzielniczych gruczołach nicie−
ni [38, 39]. Okazało się, że larwy inwazyjne L3 A.
caninum i N. americanus inkubowane w roztworze
surowicy zawierającej przeciwciała przeciwko re−
kombinowanym proteazom asparaginianowym Ac−
APR−1 i Na−APR−1 traciły zdolność przenikania
przez skórę chomika [38]. Dodatkowo wykazano in
vitro, że proteazy asparaginianowe tęgoryjców A.
caninum i N. americanus hydrolizują hemoglobinę
zarówno ludzką jak i psią, która stanowi dla nich je−
den z podstawowych surowców odżywczych,
źródło aminokwasów [37–39]. Ponadto autorzy cy−
towanych prac przedstawili wyniki, które dowodzą,
że badane proteazy rozkładają efektywniej hemo−
globinę pochodzącą od żywiciela swoistego dla pa−
sożyta. Może to świadczyć o zachodzących w ewo−
lucji, określonych zmianach w układzie pasożyt−ży−
wiciel, na szlaku enzym−substrat, dzięki którym da−
ny gatunek tęgoryjców mógł przetrwać w organi−
zmie swoistego dla siebie żywiciela [40]. 

Mimo zaawansowanych prac w wybitnych świa−
towych ośrodkach badawczych, nadal brak jest sku−
tecznej szczepionki przeciwko tęgoryjcom. Naj−
nowsze wyniki badań znacznie przyczyniły się do
poznania biologicznej roli wielu antygenów paso−
żytniczych, co umożliwiło poznanie różnych me−
chanizmów, dzięki którym tęgoryjce mogą zamknąć
swój cykl życiowy w organizmie żywiciela. Trudno−
ści, jakie pojawiają się podczas badania wielu re−
kombinowanych antygenów, wynikają z różnic
w budowie przestrzennej badanych białek. Ze
względu na modyfikacje potranslacyjne, charakte−
rystyczne dla Eukaryota, niemożliwe jest uzyskanie
natywnych antygenów w stosunkowo tanich ukła−
dach ekspresyjnych prokariotycznych. Stąd obecnie
trwają też próby z uzyskaniem białek pasożytni−
czych w komórkach eukariotycznych. Jednak i tu
wybór określonego układu ekspresyjnego często
jest determinowany pewnymi różnicami w modyfi−
kacjach potranslacyjnych, trochę innych w przypad−
ku komórek drożdży, owadów czy ssaków. Przykła−
dowo, w komórkach owadzich nie występuje dołą−
czanie N−acetyloglukozoaminy do reszt cukrowych
glikozylowanych białek, co oznacza, że oligosacha−
rydy dołączane do syntetyzowanych białek są krót−
sze. Te różnice w ostatecznej budowie białek uzy−
skiwanych w różnych układach ekspresyjnych mo−
gą mieć decydujący wpływ na wykazywaną przez
nie antygenowość [41]. 

Można mieć nadzieję, że zdobyta wiedza i naj−
nowsze osiągnięcia z wykorzystaniem inżynierii ge−

netycznej przyczynią się do opracowania wyczeki−
wanej szczepionki. 
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